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 ZUSAMMENFASSUNG 
 
CTZ-abhängige Luciferasen aus verschiedenen Phyla (z. B. von Aequorea victoria 
und Gaussia princeps) zeigen keine signifikante strukturelle Homologie. Daher ist die 
Bestimmung der dreidimensionalen Struktur des GLuc-Proteins erforderlich, um den 
zugrundeliegenden Reaktionsmechanismus weiter zu erforschen. Kenntnisse über den 
Aufbau des aktiven Zentrums könnten helfen, Reportervarianten mit höherer 
Effizienz oder mit veränderten spektralen Eigenschaften zu entwerfen, was die 
Anwendungsmöglichkeiten in der Zellbiologie erweitern wird. 
In dieser Arbeit wurde GLuc kloniert, heterolog in E. coli-Zellen exprimiert und ein 
Protokoll für die Reinigung des Volllängenkonstrukts bis zur Homogenität, gemessen 
mittels SDS-PAGE, RP-HPLC und DLS, entwickelt. Darüber hinaus wurde die 
Charakterisierung des löslichen Proteins unter Verwendung der folgenden 
biophysikalischen Methoden durchgeführt: dynamische Lichtstreuung, 
Hochleistungsflüssigchromatographie, Magnetische Kernresonanz-Spektroskopie und 
Biolayer-Interferometrie. Die Expression und Reinigung nach dem optimierten 
Protokoll erzeugt ein lösliches rekombinantes Luciferase-Enzym mit hoher 
Biolumineszenz-Aktivität und Stabilität. Zusätzlich erzeugen die initialen 
Kristallisationsbedingungen kleine Nadelcluster und einige Sphärolithe. 
Diese Arbeit bestätigt, dass die Gaussia-Luciferase aus zwei sich wiederholenden 
strukturellen Domänen besteht, die von der cDNA-Sequenz abgeleitet sind. Beide 
Domänen weisen nach Zugabe von CTZ Biolumineszenz-Aktivität auf. Die 
katalytischen Eigenschaften beider Domänen wurden näher charakterisiert. Zu diesem 
Zweck wurde die Volllängen-GLuc mit einer Thrombin-Spaltungsstelle zwischen 
beiden Domänen sowie die zwei individuellen katalytischen Domänen kloniert und in 
E. coli-Zellen exprimiert. Die Proteine wurden durch Affinitätschromatographie, 
Ionenaustauschchromatographie und die Ergebnisse mittels SDS-PAGE und HPLC 
analysiert. Ich stellte fest, dass beide Domänen identische Pufferbedingungen für eine 
maximale Lichtausbeute benötigen. Die katalytischen Eigenschaften einschließlich 
optimaler Pufferbedingungen (pH, Temperatur, Salz- und Detergenskonzentration) 
sind mit der intakten Volllängen-Gaussia-Luciferase identisch. Außerdem erzeugte 
ich neben dem Volllängen-GLuc-Konstrukt zur Expression in E. coli-Zellen drei 
Konstrukte, die in Sf21-Insektenzellen unter Verwendung des Baculovirus-
Expressionsvektorsystems (BEVS) zur Proteinkristallisation in lebenden Zellen 
exprimiert werden können. Hier zeigen lichtmikroskopische Bilder die Bildung von 
GLuc-Mikrokristallen in vivo. Diese Ergebnisse stellen den Ausgangspunkt für eine 
detaillierte und systematische Untersuchung der zellulären 
Kristallisationsmechanismen in lebenden Insektenzellen dar. Eine weitere 
Optimierung der Methoden und eine Verbesserung des Kristallextraktionsverfahrens 
 ist erforderlich, um Röntgen-kristallographische Analysen zu ermöglichen und 
vollständige strukturelle Informationen über die Gaussia-Luciferase und ihre getrennt 
exprimierten und kristallisierten aktiven Domänen zu erhalten.   
 ABSTRACT 
 
CTZ-dependent luciferases from different phyla (e.g. from Aequorea victoria and 
Gaussia princeps) show no significant structural homology. Therefore, determination 
of the three dimensional structure of the GLuc-protein is needed to further explore the 
underlying reaction mechanism. Knowledge about the architecture of the active site 
may help to design reporter variants with higher efficiency or with modified spectral 
characteristics and this will complement the cell biology tool box. 
In this work, GLuc has been cloned, heterologically expressed in E. coli cells, and a 
protocol was established to purify the full-length construct to homogeneity, as judged 
by SDS-PAGE. Furthermore, characterization of the soluble protein was performed 
employing the following biophysical methods: dynamic light scattering, high pressure 
liquid chromatography, nuclear magnetic resonance and biolayer interferometry. The 
expression and purification from the optimised protocol produce a soluble 
recombinant luciferase enzyme with high bioluminescence activity and stability. The 
tested initial crystallization conditions produced small needle clusters and some 
spherulites. 
This thesis confirms that luciferase consists of two structural domain repeats as 
deduced from the cDNA sequence. Both domains, when expressed separately, have 
bioluminescence activity with CTZ. The catalytic properties of both domains were 
characterized in more detail. For this purpose, the full-length GLuc with a thrombin 
cleavage site between both domains, and the two individual catalytic domains were 
cloned and expressed in E. coli. The proteins were purified by gel filtration and the 
results were analysed by SDS-PAGE and HPLC. Both domains were found to require 
identical buffer conditions for maximal light yield. The catalytic properties including 
optimal buffer condition (pH, temperature, salt and detergent concentration) are 
identical to the intact full-length Gaussia luciferase. Besides the construction of the 
individual full-length GLuc construct for expression in E. coli, three constructs were 
generated for expression in Sf21 insect cells using the baculovirus expression vector 
system (BEVS) for protein crystallization in living cells. The results show the 
formation of GLuc microcrystals in vivo, which were visualized with a light 
microscope. These results may represent a starting point for a detailed and systematic 
investigation of the cellular crystallization mechanisms in living insect cells. Further 
optimization of the methods and improvements of crystallisation procedures are 
required to allow for advanced X-ray-based analyses in order to obtain full structural 
information about the Gaussia luciferase and its separately expressed and crystallized 
active domains. 
